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マ ウ ス FM 系統 の C4と Slp 遺伝子は t 95 %以上 の 塩基相同性を示す高度 に 保存 され た プ ロ モ ー タ ー を 持つ . しか し
C4遺伝子 は恒常的 に , SIp 遺伝子 は男性ホ ル モ ン 依存的に 発現す る . HepG 2細胞を用い た ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト
ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (chlor a mphnic ola c etyltr a n sfer as e, C A T) ア ッ セ イ の 結果か ら, 男性 ホ ル モ ン で 刺激 しな い 場合 の C 4と
Slp 遺伝子の 転写活性の 違 い は , 転写開始点上流(- 380)と転写開始点 の 間の 領域 に よ っ て規定 され て い る事を 示 して きた . 本
研究 は こ の 領域を 更に 限定す るた め に , C4 と Slp の プ ロ モ ー タ ー 5
'
欠失や 中間欠失を行 い , 転写括性の 違い は , 主 に - 109と
- 73の 間で 決定 され て い る事 を明 らか に した . 更 に , C4遺 伝子 の - 10 7 か ら- 94 ま で にある , 核 因 子-1 (n u cle a rfa ctorl,
NFl)の 結合 の コ ン セ ン サ ス 配列を見 い 出し , ゲ ル シ フ ト法 と メ テ レ ー シ ョ ソ 阻害実験に よ り , こ の 配列 に HepG 2核因子 が特
異的に結合す る事を検出 した . Slp プ ロ モ ー タ ー ほ こ の コ ン セ ン サ ス 配列中, 一 一 塩 基置換を持 ち , N Fl類似田子 と結合 しな
か っ た . 試験管内(in vilr o) 変異法で , C4 プロ モ ー タ ー の 対応す る配列中の 1 ケ 所 を Slp 塾に 置き換 え る と , C A Tア ッ セ イ
で 調べ た転写活性 は Slp と同 レ ベ ル まで に 低下 した , 他方 , Slp プ ロ モ ー タ ー の 対応す る配列中の 1 ケ 所を C 4塾 に 置き換え
る と , 転写括性 は 一 部上 昇 した . こ れらの 結果 か ら, 男性 ホ ル モ ン の な い 場合 の ! C 4 と Slp プ ロ モ ー タ ー 転写活性 の 差 ほ ,
N Fl類似因子と の 結合の 有無 に よ っ て 規定 されて い る と結論 され た .
Key w o rds the fo urth c o mpon e nt of co mple m ent(C 4), S eX-1imited protein(Slp), N F l-1ike
n ucle arfa ctor, N F･ k B-1ike n u cle arfactor, tr a n S Criptio nal a ctivity
補体第四成分(C 4)は , 古典経路 C 3転換酵素 の 成分 と して ,
補体 の 活性化に中心的役割 を演 じてい る
-)
.
C 4遺伝子は , ヒ ト
と マ ウ ス で 共 に 重複 して 存在 し , 主要組織 適合抗原複合体
(M H C) の ク ラ ス Ⅲ領域に コ ー ドされ て い る2)3). 2 つ の C 4遺伝
子は , C 4 A と C 4B と呼ばれ る , わずか に 生理 活性 の 異な る蛋
白質を コ ー ド してお り , 恒常的に 発現 してい る . マ ウス で ほ 重
複 した C 4遺伝子の 一 方だけが , 溶血 活性を持 つ C4 蛋白質を
コ
ー ド し, や は り , 恒常的に 発現 して い る
4)が , もう 一 方 の 遺伝
子 産物 は , 特定 の マ ウ ス 系統の 成熟 した雄だ け に 男性ホ ル モ ン
依存的に 発現 され , 性制限蛋白質(Slp) と 言われ て い る . 本 研
究ほ ヒ ト肝癌由来 の HepG2細胞を 用い て , ク ロ ラ ム フ ェ ニ
コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (chlor a mphnic ola c etyltr a-
n sfer as e, C A T)ア ッ セ イ を 行う事に よ っ て C 4 と Slp 遺伝子 プ
ロ モ ー タ ー 領域 を解析 した . そ の 結果, 転写開始点 とそ の 上 流
- 380塩基対(ba s epa.ir,bp) 間の 領域 が , 男性 ホ ル モ ン の な い 場
合 , 強い C 4プ ロ モ ー タ ー 活性 と極弱い Slp プ ロ モ ー タ ー 活性
とい う違 い を 決め る領域 である事が判明 した5J8). ま た C 4 プロ
モ ー タ ー 上 流 q200bp 部 位 核国 子 k B(n u cle arfa ctor k B,
N F･ k B) 類似因子部位結合を報告 して きた7). Slp プ ロ モ ー タ ー
の 対応す る部位 へ の 同因子の 結合 ほ , ヌ ク レ オ チ ド欠失 と置換
が起 こ っ て い るた め認め られな か っ た . こ れら の 結果 は , C 4
プ ロ モ ー タ ー 活性 が発現す るの に こ の 結合部位 が重要 である事
を示 唆 した が , 試験 管内(i乃 U か 0) 変異法で ! C 4遺伝子 の こ の
結合部位を壊 しても , プ ロ モ ー タ ー 活性 の 減少 はわ ず か しか 起
こ ら な か っ た (Z. M . Hu a ng ら , 未発 表). 本 研 究 ほ C4と
Slp プ ロ モ ー タ ー 活性を 決定す る , プ ロ モ ー タ ー 上 流 - 109か ら
一 73 ま での 部位に 転写制御領域を 特定 した . 更 に , プ ロ モ ー
タ ー 上 流 - 100bp 付近 に N F lコ ン セ ン サ ス 配列に 非常に 類似
した HepG2核因子 の C 4特異結合部位を見い 出 し , こ の 結合
部位が C 4と SIp 遺伝子の 間に見 られ る , 異な る発現様式の 主
要な決定部位 である事を 示 した .
材料 お よび方法
Ⅰ . 材 料
制限酵素 , ク レ ノ ー フ ラ グ メ ソ ト ラ イ グ ー シ ョ ン キ ッ ト ほ
宝酒造(京都) か ら , 【a-
32
P]d C T P と[
1 4
C】 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー
ル は ア マ ー シ ャ ム (Radioche mic al Ce nter, Bu ckinghamshire,
U K)か ら , Poly dI-dC は P har m a cia.(Uppsala,, Sw ede n) か ら
婦人 した .
Ⅰ . プラ ス ミ ドの 摸築
プ ラ ス ミ ト の 収率 と純度を高め るた め , ま た プ ラ ス ミ ド調製
中の 不純物混入 か ら来 る C A Tア ッ セ イ へ の 障害 を避ける目的
で , C AT 遺伝子は pG E Mベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ン した .
C A Tの 全 コ ー ド領域を 含む , pS V O8) か ら HindⅢ/Ba mHIに
平成 7年11月24 日受付, 平成8年1月18 日受理
A b bre viatio n s :bp, bas epair; C A T, Chlora mphe ni云olac etyltransferas e; C T F, C C A A T-binding tr an SCription
fa ctor; H M G CoA, hydroxy-3- m ethylglutaryl- C O e nzym eA ;L T R, lo ng ter min alr epeat; N F l, n u Cle arfactorl
N F l よ る C 4と Slp の 転写制御
よ っ て切 り出 した 1･5kb断片を ク レ ノ ー 酵 素で 末端処理後 ,
pG E M 4
ベ ク タ ー の ポ リ リ ン カ ー 部位 の XbaIサ イ ト を用い て ,
プ ロ モ ー タ ー 断片 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ した . C 4と Slp 遺 伝
子
5)AvaI(-1 006)/Ba mHI(+45) 断片を切 り出 し, ク レ ノ ー 酵素
で 処理 後 , pG E M C A Tの ⅩbaI リン カ ー 部位に 導入 し , 各 々




- 694 と-477ま で削 り , pC 694C A T とpC 477C A T
を 得た . 同様 に し て , pClOO6 C A T から , Ba131処 理 に よ り
pS 743C A Tと pS 466C A T を作 製 し た . pC1 35C A Tと
pClO9 C A T は P C R に より , 5
'
末端 に ⅩbaIサ イ トを持 つ プ ラ
イ マ ー を 用い て 合成 した . C 4と Slp プ ロ モ ー タ ー の ア ン チ セ
ン ス プ ラ イ マ ー ほ G C T C T A G A C AGG A A G G T C A G A C C TT
G T C T G と G C T C T A G A C A G G A G A G G T C A A CC T T C T G-
G で, これ らの 配列ほ Ba mHIサ イ ト (+ 45)5
▲
近傍 の 配列と 対
応す る . pC135 C A Tと pS1 35C A Tの セ ン ス プ ラ イ マ ー は
G C T C T A G A C C C T G G TG T T G G G T T G C C Tで , pClO9 C A-
T とpSl O9C A Tの セ ン ス プ ラ イ マ ー ほ 各 々 G C T C T A G A C T C
T G G C C T A G G G C C A G T T C Tと G C T C T AG C T G G G C C T A-
G G A C C A G A T C T である . pC7 2C A Tと pS 72 C A Tの 作製 ほ ▲
C 4と SIp 遺 伝 子 の Pm a,CI(- 72)/Ba mHI(+ 45) 断片を
pG E Mベ ク タ ー の X baI リ ン カ ー を 用 い て , X baIサ イ ト に サ ブ
ク ロ ー ン 化 した . pCl OO6 C A Tの 中間部欠失変異ほ , 制限酵素
と ク レ ノ ー 酵素を 用い て , 平滑末端 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行 っ て 作
製 した ･ した が っ て , pC d N R C A T は Nsp7524Ⅰ(- 289)/RsaI
(- 190) 部位の 欠失 を持 ち , pCd N P C A T ほ Nsp7524Ⅰ(- 289)/
Pm aCI(- 72) 部位の 欠失 を 持 つ . Nsp7524Ⅰ(- 289)/Pm aCI
(- 72) 断片ほ各 々 pClOO6 C A Tと pSlOO6C A T との 間で 交換 を
行 っ て , pC S N P C A T とpS C N P C A T得 た . pCl OO6C A T と
PSlOO6C A Tの 試験管内(in vitr o) 変異法ほ ‥ 点突然変異を持 つ
プ ラ イ マ ー を 用い て , P C R増幅を行 っ た . C4と SIp で 差が見
られ る, N F lコ ン セ ン サ ス 配列中の 1 ヌ ク レ オ チ ド部位 は よ
pCl OO6 C A Tと pS lOO6CA Tの 間で 互 い に 別の 塾に 変換 した .
全ての ライ グ ー シ ョ ソ 部位 と P CR 増幅断片は チ ェ ソ タ ー ミ ネ
シ ョ ン 法8) で配列を 決定 し, 予期 しな い ヌ ク レ オ チ ド欠失 や 挿
入 , 置換 の な い 事を 確認 した .
Ⅲ ･ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
(C A T) アッ セ イ
ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (C A T)
ア ッ セ イ ほ HepG 2細胞 へ の 一 過性 DN A導入 系5)を 用 い て 行 っ
た ･ 108個細胞を径 60-m m の デ イ シ ュ に 播種 し, 翌日 , 燐酸 カ
ル シ ュ ウ ム 法を 用 い て , 20pgD N A を導 入 した . グ リ セ ロ ル
シ ョ ッ ク ほ t D N A導入後, 4時間目に 行 っ た . 2 日後 , 細胞を
回収 して t C A Tア ヅ セ イ を行 っ た . ス ポ ッ トの 放 射活性 の 定
量は Bio-im age ア ナ ラ イ ザ ー B A lOO(富士 フ ィ ル ム , 東京) を
使 っ て行 っ た .
Ⅳ . ゲ ル シ フ トア ッ セ イ10)
C4 プロ モ ー タ ー の プ ロ ー ブ (- 10 9 から - 7 3 ま で) は t
pClO9 C A Tを挿入 部上 流の ベ ク タ ー の ポ リ リ ン カ ー 域 に あ る
AvaI サ イ ト で 切 っ て 線状化 して , ク レ ノ ー 酵素 で 標識 し ,
Pm aCIで 消化 して作製 した . pSl O9 C A T か ら切 り出 した 対応
す る Slp 遺伝子断片を , コ ン ペ チ タ ー と して用 い た .
Ⅴ - メチ レ ー シ ョ ン阻審美験 の解析-〉
ゲル シ フ ト実験 で用 い た の と 同 じプ ロ ー ブを 用い て非 コ ー ド
鎖の メ テ レ ー シ ョ ン 阻害実験 を行 っ た . コ ー ド鎖の プ ロ ー ブ と
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して , PC lO9 C A Tを Pm aCI と Hin cⅡ で 酵素消化乳 C 4遺
伝子の - 72 から+45まで の 領域を 欠失 した D N Aを調製 した .
セ ル フ ライ グ ー シ ョ ン 後, - 109 か ら- 72 ま での 断片 は , 挿 入
部下流の ベ ク タ ー 側 ポ リ リ ン カ ー 域 に ある Hind Ⅲ サ イ ト で
切 っ て 線状化 して , ク レノ ー 酵素で標識 し, 更に , EcoRlで 切
り 出 した ･ プ ロ ー ブ を 部分的 メ チ ル 化後 , 迅 速 法1 2)で 得 た
HepG 2核抽出物 と混合反応 さ せ た , D N A一蛋 白質複合体 と フ
リ ー の プ ロ ー ブほ , ゲ ル 電気泳動法で分軌 ピ ペ リ ジ ン で分解
後 , 8 %変性ゲ ル で解析 した .
成 績
Ⅰ . C 4, Slp 遺伝子転写調節領域 の同定 と解析
本研究室の 以前 の 研好) で , C 4と Slp 遺伝子13)の 転写括性の
差異は , 各遺伝子の プ ロ モ ー タ ー 近位 部 - 38 0 か ら転写開始点
ま で の 領域 で 決ま る事を示 して きた (図1). NF ･ K B類似 へ パ
ト ー マ 核因子の 結合 サ イ t ほ Slp に ほなく , C 4遺伝子の - 200
部位(- 204 か ら- 19ほ で)に の み存在 した7}. これ らの 結果 か
ら , こ の 結合サ イ トは C 4遺伝子の プ ロ モ ー タ ー 活性に 重要 で
ある事 が示 唆された . しか し, こ の 結合サ イ ト を 試験管内(玩
りか 0) 変異法で破壊 して も, そ の プ ロ モ ー タ ー 活性 に ほん の わ
ずか しか 影響 が見 られ なか っ た (Z. M . Hu a ng ら, 未発表). こ
の 結果を 踏ま え て 一 本研究で は ▲ C 4と Slp 両遺伝子の 転写差異
を与 え る調節領域を探索す る事 に し た . 図 2 に 示すよ うに ,
Slp プ ロ モ ー タ ー ほ , 5
'
末端 - 1 006 から - 72 ま での 六 種類違 う
長さ の 断片を欠失す ると , 定 常的 に 低活性(16- 20 %ア セ チ
レ ー シ
ョ
ン) を 示 した . 一 方 , C 4 プロ モ ー タ ー ほ ▲ 5
'
末 端
- 1006 か ら- 109 までの 部位を 欠失 して も活性 は変わ らず , S】p
プ ロ モ ー タ ー よ り 3 - 4倍高い 悟性 を示 した . しか し, -- 72部
位ま で 更に 欠失す ると , SIp よ り低い プ ロ モ ー タ ー 活性 に なる .
こ の 事ほ , C4の - 1 09 か ら- 72 ま での 領域が高 い プ ロ モ ー タ ー
活性 に 重要で ある事を示 して い る . こ の 結論ほ , 図 3に 示 すよ
うな , C 4 プロ モ ー タ ー の 内部欠失 に よ り, また C4と SIp プ
ロ モ ー タ ー の 一 部を 交換す る事に よ り確認され た . 核 因子 k B
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Fig･1･ Nu cle otide s equ e n c e of the pro m oters of m o u s eC 4
and Slp ge n e s. T he n u cleotide s equ e n c e of the C 4
pr om ote r of F Mstr ain m o u seis pr es e nted. The Slp
S equ enC e is sho w n belo w the C 4 s equ e n c e o nly at
po sitio n s whe rethe C4 a nd Slp sequ e n c e sdis agr e e. + 1
$ho w sthe tr a n s cription a,1 initiatio n site
咽
, a nd n u cle otide
n u mbe rs of the C4s equ enc e ar e pre s e nted. Co n s en s u s
S equ en C e Sfor N F･k B a nd N Flar e sho w nby shading.
Re strictio n en zyrn e Site s u s ed forpla smid c o nstr u ctio n a re
sho w n.
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(N F･ kB) 類似周子の 結合サ イ トを 含む , C4 プロ モ
ー タ ー の
Nsp7524Ⅰ(- 289)/Rs al(- 1 90)内部欠失 ほ ( 図2 の PCd N R
-
C A T)1 プ ロ モ ー タ ー 活性を ほ ん の わ ずか しか 低下 さ せ な い ･
しか し, 大きな 欠失 を含む Nsp7524I(- 289)/P m aCI(- 72) の
場合(囲2 の pCd N P CA T), プ ロ モ ー タ
ー 活性は 非常 に 低い レ
ベ ル に ま で低下 した . こ れ らの 結果 よ り ,
- 188か ら
- 7 3 ま で
の 間の 領域 ほ高 い プ ロ モ ー タ
ー 活性 に 必 要な シ ス 作動性酉己列を
含 む事 を示 し て い る . 図 3 でも 示 す よ う に , pC SN P C A T
(pClOO6 C A Tの Nsp7524Ⅰ 卜 289)/Pm aCI(
- 72) 断片を
ps lOO6C A Tの 対応す る断片 と交換 したも の)の プ
ロ モ ー タ ~
活性が ほ と ん ど認め られ な い 事か ら ,
- 289か ら - 7 3 ま での 間
の 領域は I C 4と Slp 転写活性に 逢い を与 え る主要決定部 で あ
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Fig.2. Map ping ofthe tra ns criptlO n alc o ntr o
lregion of the
C 4a nd the Slp gen esby 5
,
deletio n･ D N Afr agm ents
deriv ed fro m the C 4and Slp pr o moter s ar e sho w nby a
che cke red a nd bla ck bar, re SPe Ctiv ely･ A shaded regio nin
the Slp fragm e nt r epre se nts a60 n u cle otide
-lo ng deletio n
c o mpar ed to the C 4sequ e n ce･ Co n s e n s u s s equ e
n c e sfor
NF ･kBa nd N Flar e show nby dot a nd star, r e SpeCtiv ely･
c A Ta ctivites aresho w n a s% ac etylatio n, a nd
､thes e
v alu e s ar e a v er ag s ofthre eindepe ndent e xper血 e nts･
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Fig･ 3･ Map plng Of the tran sc riptio n al c o ntr ol r eg1
0 n by
deletion and e x cha nge of the inter n al fr agm e nts･ Pro m o,
terfragm e nts a s sayed forC A Ta ctivity ar e s che m atic ally
r epr e se nted as de scribed in the lege nd to Fig･2･ W hite
r egio nsin pC d N R C A Ta nd pC d N P C A Tsho w the inter n al
deletion. pC S N P C A Ta ndpS C N PCAT w e re obtain ed afte r
e xcha nged the Nsp7524Ⅰ卜 28
.
g)/Pm aCI(- 73)fragm e nts
of the pCl OO6 C A Tand pSl OO6C A Tto e ach othe r by
s ubclo ning. Re striction e n zym e site s u s ed fo r pla s mid
c o n str u ctio n ar e sho w n abo v ethe pCl OO6 C A T.
る事を示 して い る .
1 . C4 プ ロ モ ー タ ー 領域 へ の HepG 2核因子の結合
上 に 述べ た結果か ら , C 4遺伝子 の - 1 09 か ら
- 7 3 まで の 領
域 ほ I SIp 遺伝 子 に な い ような 転写因子の 結合部位 を含 ん で い
る 可能性が考え られ た . こ の 領域中可能な結合サ イ トを探索す
るた め に , C 4遺伝子の - 1 09 か ら-73 までの 断片を プ ロ
ー ブ と
し て , ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ を 行 っ た ･ 図 4 に 示 す様 に ,
HepG 2核抽出物 を用 い て , 泳動 の 遅れ た バ ン ドを 検出 し た
(レ ー ン 2). これ らの バ ン ドは C 4断片自身で競合阻害 され る
が (レ ー ン 3 , 4), 対応す る Slp 断片で ほ競合阻害 が見 られ な
か っ た (レ ー ン 5 , 6). こ の 事か ら , バ ン ドは 配列特有の 結合
を示 して い る事が 示 唆さ れ た . C 4遺伝子 の - 1 09 か ら
- 73 まで
断片中の 配列を調 べ て 見 ると I C4遺伝子 の 一 107 か ら
- 94 ま で
の 領域に核因子 NF l結合に 必要な コ ン セ ン サ ス 配列
1 4)が存在
してい た . Slp 遺伝子 の 対応す る領域に ほ塩基置換 があるの で ,
こ の 事か ら , C 4特異結合 に こ の 部位が 関係 して い る 事が 示 唆
された . そ こ で , C 4遺伝子の NF l部位を含む オ リ ゴ ヌ ク リオ
チ ドと Slp遺伝子の 対応する配列 を合成 して ▲ コ ン ペ チ タ ー と
して 競合実験を行 っ た . 図4 で示 した よう に , C4 オ リゴ ヌ ク
リ オ チ ド (- 109 か ら- 87ま で)は 1 遅延す る全て の バ ン ドを強
く競合阻害 した が (レ ー ン 7), 対応す る Slp オ リ ゴ ヌ ク リオ チ
ドは ほ とん ど競合阻害 しなか っ た (レ ー ン 8). こ れ ら の 結果か
ら, C4遺伝子の - 1 09 か ら- 73 まで断片中の 結合部位 は N F l
コ ン セ ン サ ス 配列と 高い 類似性 が示唆 され た . こ の C 4 プロ
モ ー タ ー に 見 られ る N F l頼似 コ ン セ ン サ ス 配列 は , パ リ ン ド
ロ ム 配列 で ある . パ リ ソ ドロ ム 配列は しば しば , N F l田子 結合
La n e




























Fig. 4. Binding of a HepG2 n u cle arfa ctorto the tra n s crip
-
tio n alc ontr olr egio n ofthe C 4pr o m oter. A pr obe w a sthe
- 1 09to - 73fr agm e nt of the C 4pro m ote rlabeled by
Kle n o wfr agm e nt. Co mpetitors w er eC4F, the sa m e
fr agm e nt a s the probe; SlpF, the corre spo nding Slp
fr agm e nt; C 4 0, Oligo n u cle otide repr es e nti g N F Ic o n s e ns~
u s s equ e n c e of the C 4pr o m oter; SlpO, the c orr e spo nding
Slp oligon u cle otide･ Arro w sF, B la nd B 2 in dic ate fre e
pr obe, fast m o vlng CO mple xba nd a nd slo w m o ving ba nd･
re spe ctively.
N Fl よ る C4と Slp の 転写制御
配列1
4ト 17)に 見 られ る と い う理 由か ら, ア デ ノ ウ イ ル ス 柑) よ ハ ム
ス タ r 由来 の ヘ キ サ メ チ レ ン グ ア ニ ン 補 酵 素 (hydr o xy-3-
m ethylglutaryl-C O e n Zym eA, H M G CoA)19), と ヒ トア ル ブ ミ ン 遺
伝子
20)の 三 種の N F l結合部位を含む オ リ ゴ ヌ ク リ オ チ ドを用
い て , ゲル シ フ ト ア ッ セ イ を行 っ た . HepG2核抽出因子を用い
て , N F l類似配列 へ の , 三 種の オ リ ゴ ヌ ク リオ チ ドの 競合実験
を行 っ た 結果, 図5 で示すように , これ ら の オ リ ゴ ヌ ク リオ チ
ド全てが , C 4断片自身 の 場合と同様に , 特異バ ン ド の 全 て を
競合よ り完全に 消失 させ た .
Ⅲ . メチ レ ー シ ョ ン阻害実験に よ る結合部位の解析
結合部位の 特定の た め に , メ テ レ ー シ ョ ン 阻害実験に よ る解
析 を行 っ た ( 図6). 矢 と 点の 位 置 で 示 す様 に , コ ー ド鎖 の
- 1 05, - 1 04, と
- 97位 の 3 ケ 所 の G残基 と非 コ ー ド鎖 の
- 103,
- 96,
- 95位の 3ケ 所 の G残基の メ チ ル 化が 結合を阻
害 した . 非 コ ー ド鎖の 場合は , ゲ ル シ フ トア ッ セ イ で 検出で き
た 2本の バ ン ド( 図4 と図 5 の Blと B 2) を 別 々 に 解析 した
(Bl の デ ー タ ー は示 さな か っ た). これ らの 場合 , メ テ レ ー シ ョ
ソ 阻害実験の パ タ ー ン に 何 らの 差 異 が 認 め られ なか っ た 事 か
ら , B l と B2の 複合物中の N F l類似国子の 結合部位 ほ同 一 で
あ る事 が示唆され た . メ チ レ ー シ ョ ン 阻害実験の 解析 から推定
Hep6 2e 黒tr 8 Ct
- + + + + t +
漣
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Fig･ 5･ Gelshift as s ay te sting the ability of N F loligo n u cl
-
e otides in c o mpetition for binding of a HepG2 n u cle ar
fa ctorto the C 4 N F Ic o n s e n s u s s equ e n c e. Pr obe is the
S a m e asu s ed in Fig. 4. Co mpetitors w er eC 4, the s a m e
fr agm e nt as the pr obe; Slp, the co rre spo nding Slp
fragm e nt; Ad, the oligo n u cle otide c orr espo nding to the
NFIsite of a.de no vir u s origin
18
); H M G, the oIigo n u cle otide
C Orr espo nding to the N FI site of ham ster3-hydr o xy
-3-m et-
hylglutaryトc o e n zym e A gen e
lg); A l; the oligo n u cle otide
C Orr e SpOnding to the N F Isite of hu m a n albu min ge n e
2O)
.
Arr o w sF, Bl a･nd B 2 indic ate fr e epr obe, fa.st m o ving
CO mple xband a nd slo w m o v lng C O mple xba nd,re SPe Ctiv ely.
139
した結合に 要す る最小域ほ 一 1 05 から - 95ま で の 位 置で あり ,
N F lコ ソ セ ン サ ス の - 107 か ら- 94 までの 位置 と良く 一 致 して
い た .
Ⅳ . N F l結合部位の C 4プ ロ モ ー タ ー 活性に果た す機能
N F l結合部位の 機能的重要性を , 試験管内(f乃 り か 0) 変異法
で構築 した D N Aで C A Tア ッ セ イ す る事に よ っ て 検討 した .
pCl OO6C A Tの , C4遺伝子の1NF lコ ン セ ン サ ス ー 配列中の 1
No n ･ ･ = 用 頗噂


















































































































Fig.6. Methylatio ninterfer e n ce a n a,1ysis of binding of a n
N Fl-1ike fa ctor. Pr obes w erepr epar ed a s de sc ribed in
M aterials a nd Methods. T he A G la n es show edthe pattern
obtain ed by chemic ally cle a ving the pr obe at purines. F is
the fr e epr obe, a nd B is the bo upd pr obe ･ Arr o w s
r epr e sent the gu a nin es, Whose m ethylatio nblo cksbinding.
The se n u cle otide s ar e sho w nby dots abo v ethe c oding
stra nd s equ e n c e orbeIo w the n o n-C Oding str a nd sequ e n c e･
To m ake the c orr e spo nde n c ewiththe n u cle otide sequ e n c e
e a sy, the gelpatter n ofthe n o n- C Oding str a nd e xpe rim e nt





































ReIative CA† a ctivity l.0 0.1 5 0.2 4 0.7 4
Fig. 7･ C A Ta ss ay u sing C4pr o m oter, Slp pro m oter a nd
their muta nts at N Fl bindng site. pClOO6 C A Tm u has
Slp
-ty pe n u Cle otide at o n e positio n e ss e ntial for N F l
binding, a nd ther efore should n ot bind to a n N Fl-1ike
fa cIor. pSlOO6 C A Tm u ha s C4type n u cle otide at this
positio n, a nd sho uld be po sitiv efor N Fl bindng in spite
of its Slp ba ckgr o u nd･ T he figu re sho ws aty pic alr es ult･ ･
relativ e C A Ta ctivites ar esho w n belo w the figu r er
Relative C A Ta ctivitie s ar ea verages of thr e eindepe nde nt
e xperirn e nts po stulating % a c etylation of pClOO 6C A Ta s
引｣麗≡
ケ 所を Slp 型に変 え られ たも の を 作 り , pC lOO6 C A Tm u と し
た . 同様 に , pSl OO6C A Tの 対応す る部位を C 4型 に変 え られ た
も の を 作 り , pSl OO6C A Tm u と し た . 図 7 で示 す様 に ,
pclOO6 C A Tm u ほ pSlOO6 C AT と同 レ ベ ル の 非常 に 低 い プ ロ
モ ー タ ー 活性を 示 した . こ の 事か ら , こ の 結合部位ほ高い プ ロ
モ ー タ ー 活性 に 不 可欠なも の で ある 事が 示唆 され た . ま た ,
N F l類似因子 と結合す る と 思わ れ る pSlOO6C A Tm u で ほ ,
pclOO6C A Tの 示 す転写活性 の 50% 以上 が 回 復 され る 事 か ら
も, こ の 結 合部位 が機能的に重要 で ある事を確認 できた ･
考 察
マ ウ ス F M系統 の C 4遺伝子ほ , 恒常的に 発現 をす る遺伝子
である が , Slp 遺伝子は男性 ホ ル モ ン 依存的に 発現をす る遺伝
子である4). 従 っ て男性ホ ル モ ン 刺激が な い 場合 , C 4 プロ∴ モ
ー
タ ー の み , 強 い 転写活性を示 す
5)
. 本研究で は I N F ト煩似核田
子の 結合が , C4と Slp プ ロ モ ー タ ー の 間で 見 られ る基本的 な
転写括性の 差異を決 め る主 要な要因である事を 示 した ･ 元 丸
NF l因子ほ , ア デノ ウ ィ ノヒス の D N A複製 の 開始 に 必要な細胞
側の 蛋白質 と して認 め られたもの で ある
18)
. 後に な っ て , N F l
は真核動物の プ ロ ∴モ ー タ ー が 含む C C A A T配列 を選択的に認
識する C C A A T結合転写困子 (C C A A T-binding tr an scriptio n
fa ctor, C TF) と 同 一 で ある事が示 され た1
5)21)
. N F l結 合 コ ン セ
ン サ ス 配列 ほ , ニ 量体蛋白質が結合する2 馴 と こ ろ の パ リ ソ ド
ロ ム 配列 T G G C A N N N T G C C A である
14)
. 更 に , N F l煉
D N A に結合す る蛋白質は , 肝臓特有 の 転写に役割 を示すも の
と してラ ッ ト肝臓 で 同定 され た2▲). こ の 田子 は , N F トL と呼ば
れ, 種 々 の 肝組織特有の 遺伝子に
●
認め られる , 典型 的 な N F l
結合部位 T G G C Aの 半分を 認識 し , そ の cD N A配列 ほ ,
HeLa 細胞由来の N F l/C T FcD N Aと高い 相同性 を示 した . こ
れ まで の と こ ろ , N F l-L はヒ トの N F l/C T F遺伝子 に 対応す
る ラ ッ ト の 遺伝子が コ ー ド さ れ て い るか どうか 明 ら か で ほ な
い . しか し , 種 々 の 細胞 に , さ ま ぎまな 形の N F l榎似因子が
存在 し, そ れ らが 複数の 遺伝子 で コ ー ドされ て い る可能性を 示
す証拠 が あつ ま っ て い る
25)28)
. C 4 プロ モ ー タ ー で 見 られ る
N F l結合部位ほ パ リ ソ ドロ ム 配列 を して い る . 図 5 で 示 した
ように , ア デ ノ ウ イ ル ス 18), H M G CoA 遺伝子
19)
, と ヒ ト ア ル ブ
ミ ン 遺伝子20)由来の そ れ ぞれ の N F l部位ほ t C 4断片自身の 場
合と同 じ位 , C 4の N Fl 類似配列 と競合 した . こ の 結果か ら,
HepG 2核抽出物中に , N F l結合因子が存在 し, しか も, こ の
因子 は N F l- L に 対応す る ヒ ト 相 同因子 で ある 事 が 示唆 さ れ
た . 本論文で 明 らか に した様 に , Slp プ ロ モ ー タ ー に N Fl類似
肝核因子が結合できな い と い う結果 は , Slp 遺伝子が発現 しな
い 理 由を説明でき る . しか し, NFl 結合部位 の な い Slp遺伝子
が , なぜ男性 ホ ル モ ン 誘導 で 発現 され る の か 疑問 で あ る ･ Slp
遺伝子の 上 流 - 2000付近 に あ るプ ロ ウ イ ル ス の 末端く り返 し配
列(Long Termin al Repe at, L T R)に 男性 ホ ル モ ン 受容体が結合
して , Slp 発現 を直接誘導す る事を示唆 した報告 がある
2T)28)
･ 他
方, 下垂体摘除術をす る と , 男性 ホ ル モ ン に よ る SIp 遺伝子の
誘導 が見え な くな る 事を Dan offら
2g)が報告 した . こ の 事ほ l 下
垂体の 因子 が Slp 誘導 に 必要であ り , 男性 ホ ル モ ン の Slp プ ロ
モ ー タ ー へ の 作用ほ 間接的 で ある事 を示唆 した . こ の よ うに ,
男性ホ ル モ ン か ら Slp 発現に 至る 生理経路 に つ い て は 確定 して
い な い の が現状 で ある .
図1 で示 した ように , マ ウ ス C 4遺伝子 プ ロ モ ー タ
ー の 近く
に 2 つ の 良く知 られ た転写因子 , N F･ k B6)と N F l結合サ イ ト
が ある . 興味ある事 に , Slp プ ロ モ ー タ ー は こ れ らの 転写因子
結合 サ イ トに 複 数の 塩基置換 を含 ん で い る . そ して , 5
'
調節領
貯) と蛋白質 コ ー ド領域
30)31}で 共に , C 4と Slp 遺伝子間の 塩基
相同性 が ほ ぼ 95 %以上 と い う高 さ で あ る に も か か わ ら ず
N F･ k B類似ま た ほ N F l類似因子ほ SIp プ ロ モ
ー タ ー に 結合
しな い . C4転写に 果たす N F l類似周子の 決定的な役割ほ 一 本
論文で証明され た . 他方 , HepG 2核抽出物中の NF ･ k B類
因子 は , 補体 B 因子遺伝子の IL-1 誘導 に 重要な役割 をす る事
が示 され て い る
32)
.
マ ウ ス の C4とB 因子両遺伝子 は H-2 複合
体の ク ラ ス Ⅲ 領域に 局在 し, 200k b しか離れ て い な い し , こ れ
らの N F･ kB 結合部位 は , N F･ k B煩似 HepG 2核因子と結合
親和性 の 区別 が で き な い32). しか し , C4 プ ロ モ ー タ ー の
N F･ kB部位を 壊 して も , 活 性 ほ は と ん ど 減少 しな い か ら ,
N F･ k B国子ほ I C 4遺伝子の 基本転写 に 副次的役割 しか 示さ な
い 様に 思わ れ る (Z. M . Hu a ng ら , 未発表). そ の 上 , C4 遺伝
子ほ IL-1 に よっ て 誘導 され な い の で あるか ら33}, C 4遺伝子 の
N F･ k B部位 が , Ⅰし1 誘導に機能 して い る 可 能性も排除 でき
る . 図 7 で 示 した よ うに , pC lOO6 C A Tの N F l部位 を壊 して
も, プ ロ モ ー タ ー 活性ほ pSl OO6C A T と同 レ ベ ル に 完全 に減少
したわ け では な か っ た . しか も , PSlOO6 C A Tm u は プ ロ モ p
ク ー 活性 の 完全回 復を もた らす こ と は なか っ た , そ れ故t 現在
の と こ ろ , C4 プ ロ モ
ー タ ー の 調節に N F l以外 の 部位が関与し
て い る可 能性 ほ排除できな い . しか し , 本研究 の 結果は , NF l
類似核因子の 結合 が , C 4 と Slp 遺伝子 の 間で 見 られる転写 の
違 い を決 め る 主要 な要因である事を明 らか に示 して い る .
本研究の 転写調節領域 の 同定 と解析の 結果は 】 C 4 と Slp 間
の 差が , - 38 0 か ら転写開始点 ま で の D N A領域 で決 ま る と い
う以前 の 研究結果
6)とほ ぼ 一 致 して い る . しか し , Slp 遺伝子の
N Fl よ る C4 と Slp の 転写制御
短い 断片に 関 して ! 少 し
一 致 しな い 部分 が ある ･ 以前の 研 好'
で は t SIp プ ロ モ
ー タ ー の -244 までの 欠失(本論文の 表示 法で
は - 1 95に 対応す る) をす ると , 転 写活性 を 回復す る の で , Slp
プ ロ モ ー タ
ー 中に 負制御領域 の 存在す る 可 能性 が 示 唆 さ れ た
が , この 様 な回 復ほ , 本研究で は よ り短 い SIp 構築 D N A でも
観察 され な か っ た . こ の 不
一 致 の 原因 は 1 用 い た C AT ベ ク
タ ー の 違 い に ある程度起因す るか も知れ な い が , 現在の と こ ろ
不 明で ある , 本論 文 の 結果 は l 再 現性 が 高く t Slp プ ロ モ
ー
タ ー の 負制御ほ , C4と SIp プ ロ モ ー タ ー 転写活性の 差 に , 仮に
あ っ た と して も, 副次的役割 しか 果 して い ない と い う事を 示 し
てい る.
結 論
マ ウ ス C 4, Slp 遺伝子 の 間 に は 95 %以上 高い 相同性がある
が, そ の 転写活性 に 大きな違 い が ある . 両 遺伝子の 転写開始点
か ら上 流-200 まで の 塩基配列に よ っ て 遺伝子機能 の 遠 い が 規
定 さ れ て い る . そ の 領 域 に は , C 4遺 伝 子 の 場 合 に は ,
N F･ kB と N F l部位が同定 され た が , Slp 遺伝 子 の 方に は 両
部位が欠損 して い た . これ ら の 部位 ど ち らが よ り転写活性 に 重
要か検討 し, 以下の 結論を得 た .
1 . C 4, Slp 遺伝子の 5
'
上 流領域か ら種 々 の 長さ の 断片を 切
り出 し, N F･ k B, N F lの 欠損変異 を作 り , C A Tア ッ セ イ を
行 っ た . C 4遺伝子 の N F･ k B部 位を 破壊 して も , プ ロ モ ー
タ ー 活性の 低下は 認め られ な か っ た . しか し, N F l部位 を破壊
すると , 著 しく低下 した . 一 方 , Slp 遺伝子 に 新た に N F l部位
を作 っ て や る と t プ ロ モ ー タ ー 活性 の 上 昇が 認め られ た . こ れ
らの 結果よ り N F･ k B結合部位 で は なく て , N F l結合部位 の
有無が C 4 と Slp 両 遺伝子の 転写活性 の 差異を決め る 主要 な要
因 と結論 され た .
2 . C4と SIp 両遺伝 子 に 転写活性 の 差異を与え る領域の 解
析をする為に , C4プ ロ モ ー タ ー 5
'
末端や 中間欠失を作 っ た り ,
C 4 と Slp プ ロ モ ー タ ー の 一 部 を交換 し , C A Tア ッ セ イ を行 っ
た . そ の 結果, C4 プロ モ ー タ ー 上 流 - 109 から-73 までの と こ
ろに 転写制御領域 がある事が確認 され た .
3 . C 4プ ロ モ ー タ ー の 転写制御領域中の 細胞 因子結合部位
を探索 した . C4遺伝 子 の - 1 09 か ら- 73 まで の 断片を プ ロ ー ブ
と して , ゲル シ フ ト ア ッ セ イ を 行 っ た . こ の 断片中の 配列を調
べ て 見る と , -1 07 から - 94 まで の 領域に 核因子 N F l結合に 必
要な コ ン セ ン サ ス 配列が存在す る事が分か っ た . メ チ レ ー シ ョ
ン 阻害実験 の 解析か ら推定 した 結合に 要する最小域 ほ - 1 05 か
ら - 95ま で の 領域で あり , こ れ は , N F lコ ン セ ン サ ス の - 1 07
か ら - 94ま での 位置と 良く 一 致 した . 更に , コ ー ド鎖 の - 1 05,
- 104, と - 97位と 非 コ ー ド鎖 の-103, - 96, - 95位 の 各 3ケ
所の G残基が特異的な結合部位 と して 確認できた .
4 . 試験管内(よ乃 Uか 0) 変異法で , C4 プ ロ モ ー タ ー の 対応す
る配列中の 1 ケ 所を Slp 型に 置き換え る と , C A Tア ッ セ イ で
調べ た転写活性ほ Slp と同 レ ベ ル ま で に 低下 した . 他 方 , Slp
プ ロ モ ー タ ー の 対応する配列中の 1 ケ 所を C 4型に 置き換え る
と , 転写活性ほ 一 部上 昇 した . こ れ ら の 結果か ら, N F l結合部
位ほ , 高い プ ロ モ ー タ ー 活性 に 不 可 欠 なもの で ある事 が確認 さ
れ た .
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Abstra et
The C4 and SIp ge nesofF M m o use strain h v ehighly co nserv ed n ucleotide sequ ences of m orethan 95% identityin the
pro m oter reglO n, although thefb rm eris a co nstitutivegene and thelatteris an and
rogen-depende ntge ne･ Ou rprevious reults
of CAT assay usingHepG2 cellshav e show n thatthe regio nbetw ee n
-3 80 andthetr an SCriptionalstart siteis respo nsiblefbr
the di蝕 re ntialtr an SCription al activity betw ee nC4 and Slp gen esin the absence of androge n stim ulus･ To m ap furtherthe
responsible reglOn, W eperfbr m ed 5
I deletion and in te rn al deletio n ofthe C4 and Slp pro m oters and fbu nd that the m aJOr
dete nnin antfortran scriptlOn al di脆 renc e resid betw ee n-1 09to -7 3･ We fou nd a co nsens us seque ncefbr atran SCriptlO n
factor, NF l, at-106to -94 0fthe C4ge ne, a ndspecific binding ofa HepG2 n ucle arfactorto this site by gelretardation and
meth1ationinterftrenc e a nalysis･ nleSIp pr o m oterhas one nucle otide s ubstitutionin anN F Ic o nsens us sequ nce and didnot
bindto anN F!-1ike HepG 2n uclearfactor･ Whenthispositionofthe C4 pr o m oter w as ch nged to the Slptypebyil"iEro
m u tage nesi, tr an S CriptlO nal ctivity estim ated by CAT assay decreasedto a similarlev eltothe Slppro m oter･ On the other
hand, S ubstitutio n of th is positio n ofthe Slp pr o m oterforthe C 4 typen uCleotide e nha nc ed the transcrlpt10 n al ctivity
betw e enthe C 4a nd Slp pro m otersin the absenceofandrogenis m ainly determined thro ugh the binding ofan NF トIike
nuclearfactor.
